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　先に著者ら1）は味噌醸造申における有機酸の消長を解析するため，味ロ曾醸造に関連する主要微生
物2）3）4）5）6）一一Micrococcies属，乳酸菌，枯草菌，酵母一の生酸性，特に乳酸を中心とした不揮発性
有機酸生成に及ぼす炭素源，食塩の影響をみた。
　その結果M．　varians　Mc－128は商濃度（10％）食塩存在下では糖消費量に対して不揮発性有機
酸，特に乳酸生成の割合が著しくおさえられることを知った。このことから逆に撫発性有機酸ある
いはalcoho1等の生成割合が商濃度食填存在下では増加しているのではないかと考えられる。
　そこで本報においては更にM．　variaizs　Mc－128の生成する不揮発性有機酸の分離，定量をくわ
しく行うとともにM．　variaizs　Mc－128の揮発性有機酸及びalcoho1生成に及ぼす食塩の影響にっい
て検討を加えたのでその結果を報告する。
実験方法
（1）供試菌　株
　　。MicrOCOCCitS　varians　Mc－1287）
（2｝培地の調製
　前報1）に準じて調製し，第1表の組成のものを用いた。
　各々500m2調製し，12の三角フラスコに分注し使用した。
｛3）培　　　　　養
　前培養，本培養ともに前報1）に準じて行った。ただし前培養
は30℃で4日聞，本培養は30℃で30日闇静置培養した。
（4）培養液消費糖量・生成alcohol量及び，生育度の測定
　i）　培養液消費糖量の測定
　　　　30日間培養後，培養液（1）（皿）のGlucose量を
　　　Phenol－H2SO4法8）で測定し，各培養液のcontro1（無
第1表培地組成（9／e）
　　　　　　　　　　　No．
g成 ・lH
Glucose 10 10
Polypepton＊10 10
Yeast　extract＊＊4 4
KH2PO4 2 2
MgSO4・7H200．5 0．5
NaCl 5 100
pH　7．0
＊＊＊大五栄漣化学製　細菌培養
　　基用
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　　　接種培地糖量）から差引いたものを消費糖量とした。
　ii）　生成alcohol量の測定
　　　　基準味噌分析法9）に依った。
　iii）　生育度の測定
　　　　エルマの比色計を使用し，660mμにおける吸光度（O・D）で示した。ただしBlankとして
　　　各培養液の無接種培地を用いた。
　　　　なおpHの測定は培養液について直接pHメーター一一・（日立堀場製）で測定した。
｛5）右機酸の抽出
　第1図のごとく揮発性酸及び不揮発性酸試料の調製を行った。
　　　　　　第1図有機酸の抽出方法
　　　　　　　　　培養液200m2
　　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　10N　H2SO4でpH　2．　0
　　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　エーテル　抽出
　　　　　　　　　50°～55°C96hr
　　　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　50祀の水に転溶，二分割
揮発性酸部　　　　　　　　　　1　　　　　　　　不揮発性酸部
　　　↓
　水蒸気蒸溜
　　　↓
0．OIN　NaOHで中和
　　　↓
　減圧濃縮
　　　↓
水に溶解　IOme
　　　l
　　↓
Si1董ca　gel　c．　c用
　サンプル
　　　　　　↓
Gas　chromatography用
　　　サンプル
　　　↓
減圧濃縮　2回くり返す
　　　↓
　水に溶解10me
　　　i
　　↓
Silica　gel　c，　c用
　サンプル
?←????
　各培養液200m2を10N　H2SO4でpH　2．0に調製し，96時間工一テル抽出した。抽出物について
VIGREux分溜塔（30c皿）を用い35℃でエーテルを除去し50m2の水に転溶し，25m2の揮発性酸，残りは
不揮発性酸試料の調製に供した。
　揮発性酸部はS　meづっ10N　H，SO4でpH　2，0としたうえ，水蒸気蒸溜を行い，1回の蒸溜につき
約300meの溜液を得，0．01N　NaOHで中和滴定を行ないその結果を総揮発性酸量として表示した。
　つぎにロ・一一タリーエパボレーターで減圧濃縮ののち10m2の水に溶解し，　Silica　ge1　column　chro・
matography及びGas　chromatographyによる分離定量用に供した。
　また不揮発性酸部はロータリーエバポレターによる減圧濃縮乾澗を2回くりh＞えし，揮発性酸を
除去するとともに10m2の水に溶解し，　Thin・layer　chromatography及びSilica　gel　column　chro・
matographyによる定性試験及び分離定量用に供した。
　なお，不揮発性酸部の一部を用いBARKER・SuMMERsoN法10）｝こより真の乳酸量を測定し，さらに
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0．01N　NaOH滴定による総不揮発性酸量を求め，その結果を乳酸として表示した。
（6）有機酸の定性・確認
　　i）　揮発性有機酸のGas　chromatography
　揮発性酸部試料5　m2を10N且2SO4でpH　2．0とし，再び96時間工一テル抽出を行ったのち，30cm
のVIGREux分溜塔を用い35℃でエ・一テルを除々にとばし，5　m2のエーテル溶液とした。
　　このものをGas　chromatographyに供した。装置は島津GC4APTF型。カラムは直径3　mm，
長さ3mのステンレス製を用いた。ヂ＝アルカラム方式であるので対照カラムを全く同一のものを
用いた。充填剤としては，液相Ucon　oil　SO・B・200010％＋H3PO4　1　％，担体Neopak　IA（西尾
工業製）60～80メッシュを用いた。カラムの温度条件としては130°の等温条件で行った。キャリヤ
ーガスは窒素を用い，流量はSO　me／minとした。検出は水素焔検出器（且FID）により，水素ガ
ス流速は50m2　／min，空気流速は1e　／minとした。検出器の感度は102m9，レンジは0．8Vとし，
検出器の温度は200°とした。試料の注入はマイクロシリンジ（且amilton製）を用いて10μ　e，試料
注入部分の温度を250°とした。’チャートスピードは10mm／minとした。ピークの同定は標準物質の
　クPマトグラムの比較によった。
　　ii）　不揮発性有機酸のThin・layer　chromatography　（T．　L．　C）
　前報1）に準じてアピセルSF（セルローズ粉末，フナコシ薬品製）を使用した薄層クロマトグラ
フ（厚さ0．25嘱）により不揮発性酸の定性，確認を行った。
　展開剤として
　A．iso・アミルアルコール：5Mギ酸＝10：1（v／v）11）
　B．n一プタノール：ベンゼン：酢酸：水＝1：5：1：0．5（v／v）tZ）
　呈色剤としてアンモニア性硝酸銀溶液13）を用いて検討した。
｛7）有機酸の分離定量法
　揮発性酸及び不揮発性酸の分離定量はMARvEL14）の方法に準じたSilica　gel　columnによる
partition　chromatographyによった。
　即ち，Silica　gel（Mallinkrodt製100　mesh）を5分間水に懸濁し，上澄部の微粉を除き，110℃，
・24時間乾燥したもの20　9に0．5N　H2SO414m2加え混合ののち0．5N且2SO4を飽和させたクロロホ
ルムで，内径1．5cmのテフPtンコック付columnに流し込み，商さ約18　cmのカラムを作製した。っ
ぎに50醍の培養液に相当する揮発性酸及び不揮発性酸部試料を蒸発乾洞ののち0．5NH，SO40．5m2
に溶解，ただし揮発性酸部試料は更に相当量の2NH2SO4で遊離させ，0．5NH2SO4を飽和させた
クロロホルム2・V3meでカラム上にめせ，加圧下に展開した。
　展開剤として第2表の組成のものを用いた。
　カラムよりの流出液はフラクショソコレクターで5　m2ずつ分取し，水10m2を加え0．1％Phenol
redを指示薬として0．01N　NaOHで滴定した。
　なおこの方法で分離不可能な乳酸とコハク酸の分離定量は乳酸，コハク酸区分から別にBARKER・
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SUMMERSON法10）で定量した乳酸量を差引き，コハク酸とした。
第2表展開液の組成
）））））））））?????Chloroform100％
95％　　　＋
90％　　　＋
85％　　　＋
80％　　　＋
75％　　　＋
70％　　　＋
60％　　　＋
50％　　　＋
11・Butano1
????????? ??????
展開量
100m2
100m£
100m2
100m2
100m2
100m愈
lOOm2
150mE
lSOm旦
いずれも0．5N　II，SO，を飽和せしめたもの
実験結果及び考察
1）　生育度及び消費糖量について
　M．　variaizs　Mc－－128を食塩濃度O．5％及び10％存在下で30℃，30日間静置培養後，生育度（660mμ
O．D）および消費糖量を測定し，あわせて培餐液最終pHを表わしたのが第3表である。
　A4．　varians　Mc－128は10％食塩存在下では0．5
％食塩下に比較し，約2倍以上の生育度を示し
た。もともとこの菌株は今井等7）によって味喰お
よびしよう油もろみより耐塩性のAtticrococcecs属
として分離されたもので当然考えられる結果であ
る。
　糖の消費は培地食塩濃度に関係なく，約34％近く
行われ，前報1）での結果とおおむね同じ値を示し
た。
第3表培地食塩濃度と生育，消費糖量，pH
NaC10．5％NaC11α0％
生育度（0．D）腔1 0．2351 0．4949
消費糖量mg／d1註2370．Omg 372．5mg
糖消費率％幽 33．71％ 33．94％
培養液　pH 5．05 468　　、
註1．
註2．
註3．
660mμ’＝10mmにおける吸光度
初発糖量一残糖
消費糖量／初発糖量×100
　培養液pHは30日間の培養でpH　7．0から5・05及び4・68に降下した。今井等7）によればA4icro・
coccz（s　varians　Mc．128はPediococcus　halophilusと同様pH　5・0で生育しないといわれ，それにお
おむね一致するが前報1）での結果との間に若干の違いがみられた。すなわち前報1）ではもっと急激
なpHの降下がみられ，0．5％食塩下では4．29，10％食塩下では3・78であった。この違いは以下に
述ぺる生酸性の違いからくるものでなく，むしろ本報での生酸量は増加しているので培養液P且に
関してはもう一度検討の必要がある。
2）　生成揮発性有機酸について
　0．5％及び10％食塩存在下での砿解磁フz8　Mc－128の生成揮発性酸の定性・確認には各培養液を
硫酸酸性でエーテル抽出し，水蒸気蒸溜ののち再びエーテル抽出したものについてGas　chromato・
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graphyを行い，その結果を第2図に示した。
　また標準揮発性有機酸のGas　chromatogramは第3図に示した。
??????1?????」」?」??
　　　　　　　第2図生成揮発性有機酸のGas　chrematogram
　　　　　　・　　　　　　　充填剤Ucon　oil温度130°等温
　　　　　　　　　　　　　　サンプル量：培養液として0．ime相当量
その1　NaCl　conc．0．5％　　　　　　　　　　　　　　その2　NaCl　conc．10％
ω雌0・5％　　　　　　　　　　　㈹嫡10．O％
　①　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　①
i
　　　　　　0123456789」01ユ121314　　　0　　　　　　　　　　　　　　　　　　時開（分）
　この結果，0．5％食塩存在下では3つのピーク10％食塩存
在下では7つのピークがえられた。標準物質のGas　chro－
matogramとの比較により0．5％食塩下でえられた①のピ
ークはサソプル溶媒であるエーテルによっ．て得られたもの
であり，②のピークは小さな肩状のピークであり標準物質
に相当するものがなく確認していない。③のピークは明ら
かに酢酸のピークと一致し酢酸と同定した。また10％食塩
存在下での①のピークは同じくエーテルのピークであり，
量的に多い②のピークは酢酸と同定した。③，④のピーク
はその位置からそれぞれ，プPピオン酸，
??????1??。?。????。?
②
?
12??1098765432
?????????????? ?
第3図揮発性有機酸の標準
　Gas　ehrornatogram
充墳剤　UCOR　eil温度130°等温
Acetic　aeia
時冊（分）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　n一酪酸とした。⑤のピークはiso・吉草酸ではないかと
も思われるが確認していない。あまりシャープでない⑥のピークは一応n一吉草酸のピークではな
いかと考えられる。⑦のピークはカプロソ酸と同定した。
　〈のGas　chromatographyでは組成量は調べていないが・一応Gas　chr◎matogramより食塩濃
度にかかわりなく，生成揮発性酸の中でもっとも多いのは酢酸であることが認められ，10％食塩存
在下での生成揮発性酸は種類，量ともに0．5％食塩下に比べ多いことが推察される。
　っぎにSlica　gel　chr◎matographyによる生成探発性酸の分離，定量を行い，その結果を第4図
のその1，その2に示した。
　また標準有機酸のSilica　ge1　column　chromatogramは第5図に示した。
　その結果O・　5％食塩存在下では二っのピークがえられ，標準有機酸のchromat◎gramとの比較
により，①のピークは酢酸であり，②の小さなピータは蟻酸であった。また1◎％食塩存在下では5
つのピークがえられ，それらは流出の早いものから，②カプロン酸，②n・酪酸，③プロピォン酸，
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④酢酸，⑤蟻酸であった。これをもとに0．01NNaOH
に相当する各揮発性酸の係数を用い算出し，培獲液に含
まれる各揮発性酸量を求めた結果を第4表に示した。　　その1
　なおSMca　gel　chrematogramにより得られた総揮発
性醐は藤気蒸溜液のe・　elN　Na°琳締定により得、1；
　総揮発｛生酸の生譲量蘇蒲濃度（憩％）食塩存在下での　　　o
方が多く，その譲戒難二慧欝酸が99％近く占め，他にn一
カブロン酸，n一藻酸，ブ罫ピオン酸，蟻酸の生成が認
められた。
　なおGas　chromategraphyでn一吉草酸のピークがえ
られたがSilica　gel　chromatographyでは確認していな
い。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　舅2・°
　またα5％食塩下での生成揮発性酸も大部分が酢酸で　t6，，・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　oあり，ほかにわずかの蟻酸の生成が認められた。
　tVlicrococcus　varialrs　Mc－128がこのようにかなりの
揮発性酸を生成することは味嚇醸造過程に於
ける揮発性酸の生産菌は主に刀耽アoooσα‘3属
であるという本間15）等の結果と一致し，いわ
ゆる味噌醸造（商濃度食塩存下）における原
料臭（大豆臭）の消失，および製品への酸臭
付与にMicrococc2is属が関与しているとい
う考察を裏づけるものである。
第4図生成揮発性酸のSilica
　　gel　chromatogram
　サンプル量：培養液50me相当量
　　　　　　　その2
NaCl　conc．　O．5％
（i）　f定畦三　〇・596
NaCl　conc．10％
（ii）食堰　10．O％
14
P2
P0??
?、?＝???．?
②
??
①②　③
④
⑤
3）　生成不揮発性有機酸について
　前報1）に準じたアピセルSFを用いるThin・
1ayer　chromatographyにより生成不揮発性
酸の再確認を行ったのが第6図である。
　このT．LCからは乳酸，グライコール酸，
ピログルタミン酸，コハク酸，及びマロン酸
のスポットが認められた。ただこの中のマP
100　．　200　　　300　　　　0　　　　】！OO　　　200　　　300
流出液翫‘　　　　　　　流出液副「
第5図標準有機酸混合物の
　Silica　gel　chromatogram
　　サンプル：0．5M溶液1】nd展開
　　　　　　　流　　tlt　液　il
第4表生成揮発性酸量（rng／dl）
NaCl　O．5％NaCl　10％
1 総揮発性酸量　脚 71．22 113．23
2
Silica　gel　chromato・
№窒≠高ﾉより得た総
?ｭ性酸　　　賊2
5乞82 92．69
3 （2｝のに｝に対する脚?菶ｦ　　％ 81．19 81．86
4 n一カプロソ酸 0 2．11
5 n一酪酸 0 0．04
6 プロピオソ酸 0 ，α10
7 酢酸 57．41 91．40
8 蟻酸 0．16 0．05
註1．水蒸気蒸溜液の中和滴定による結果を酢酸量と，
　　　して表示，
註2．中和滴定値の合計から酢酸量として表示
註3．　　｛2｝／｛1》×100
ン酸は呈色度が低く，また前報1）では認めれなかった酸でこれは前回に比べ今回の生成不揮発性酸
量が増加していることにもとずくものと考えられる。また10％食塩下での乳酸とコハク酸のスポッ
nficrococcus　varians　Mc－128の生酸性に及ぼす食塩の影響について一105一
トはほとんどコハク酸の呈色のみ認められ，10％食塩下ではほとんど乳酸の生成がないことを予想
させた。
　　　　　第6図不揮発性酸のThin・layer　chromatogram
　　　　　　　呈色剤：NH・－AgNO3薄層：セルローズ末
　Lac：Lactic　acid，　Suc：Succinic　a，，α・Kg：α・Ketoglutaric　a，，　Gly：Glycolic　a．，
　Py　：　Pyroglutamic　a．，　Fum：Fumalic　a，，　Malo：Malonic　a，Mali　：　Malic　a．，
　Cit：Citric　a．，　Tar：Tartaric　a．，
（i）展開剤i…AmOH・5・M・HCOOH（ii）展開剤n・B・OH，　Benzen，，　A、OH，　H、。
Fom ?』?
???? ??
?????）?
?????????
（?）
NaCI　N　aC1
0．5％　10％
　他に三つの未知のスポットが認められるが相当する化合物については推定できなかった。
　揮発性酸と同様不揮発性酸の分離，定量はSilica　gel　column　chromatographyによった。その
結果を第7図に示した。
第7図　生成不揮発性酸のSilica　gel　chromatogmm
　　　　サンプル量：培養液50皿e相当量
で3．5
°ぎ3・o
羨2．5
z2．o
§1・5
　　その1　NaCl　conc　O．5％
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O・　5％食塩存在下では8つのピークが得られた。標準有機酸のChromatogramとの比較から①の
ピークはレヴュリン酸のk“　一・クに近似するDS　T・L・Cで確認できなかった酸である。②のピ＿クはピ
ルビン酸のピークに近似するがこの付近にはエーテル抽出の過程で形成されるといわれるLactyl．
一106一 県立新潟女子短大研究紀要
・1actic　acid16）のピ＿クもあり，ピルビソ酸はT．L．Cで認められなかったのでむしろLactyl－lactic
acidとした方が妥当と考えられる。③④⑤⑥のピークはそれぞれ乳酸（コハク酸）・マロン酸・
　ピPtグルタミン酸，グライコール酸と同定した。⑦はリンゴ酸のピ・…　11とも思われるがはっきりし
ない。⑧のピークの位置はクエン酸のピ・一クがあるところであるがコントロール（無接鍾培地）の
chromatogramにもこのようなピークが認められるのでこのrl・1にクエン酸のピークが埋没している
かどうかわからない。’lr．L．Cのその1でもクエン酸の位置にスポットが認められたがクエン酸と
　して同定できなかった。
　　10％食塩存在下でのchromatogramも同じ傾向を示した。ただレヴュリン酸の位置にピークが
なく，乳酸（コハク酸）のピークはT．L．Cの結果及びBARKER・SuMMERsoN法10）による真の乳酸量
が得られなかったことから②のピークをコハク酸とした。すなわち①Lactyl・lactic　acid②コハク
酸，③マ戸ン酸，④ピPグルタミン酸，⑤グライコe－一．ル酸と同定した。
　　このchromatogramから生成揮発性酸量を求めたと同様にして，各不揮発性酸の生成量を求め
示したのが第5表である。
　　0．5％食塩存在下での生成不揮発性酸とし　　　　　　第5表生成不揮発性酸量（mg／d1）
て確認できたのは，乳酸，コハク酸，マロン
酸ピログルタミン酸及びグライコール酸であ
りその組成比は乳酸が70％近く占め，グライ
コール酸，コハク酸がそれぞれ8％，5％近
く占めた。
　10％食塩存在下では乳酸の生成が認められ
ず，コハク酸，マロン酸，ピログルタミン酸
及びグライコe・・一・ル酸の生成が認められた。ま
た0．5％食塩下に比べ総不揮発性酸量は少な
く生成量はその4分の1近くの生成量しか認
められない。またコハク酸，’ Oライコール酸
が多く全不揮発性有機酸に対してそれぞれ20
％近く占めた。
4）　アルコールの生成について
　砿卿1α欝Mc－128のアルコー一一ル生成量は
α5％食塩下で培餐液100m2につき＆85mg認め
られたが10％食塩下ではアルコールの生成が
ほとんど認められなかった。
NaCl　O，5％NaCl　10％
1 総不揮発性酸量註1 85．39 15．45註4
2
Silica　gel　chromato・
№窒≠高ﾉより得た総
s揮発性酸
81．13 1449註5
3 ②のωに対する回収ｦ％ ・　95．01 95．71
4 レヴュリソ酸（乳酸ﾆして）　　　腔2 0．45 0
5 Lacty1・lactic　acidi乳酸として） 1．75 0．40
6 乳酸量　　脚 59．60 0
7． ヌバク酸 4．4gi庄6 3．39
8 マロソ酸 0．53 1．21
9 ピログルタミン酸 1．06 1．73
10 グライコール酸 6．41 2．95
註1．
2
　3．
4，5．
　6．
不揮発性酸部試料の1部をとって0．01N　NaOH
滴定により算出し，乳酸量≧して表示
レヴュリン酸として同定セきなかったので乳酸
として表示　　　　　一
BARKER・SUMMERSON法によ’髏^の乳酸量
コハク酸として表示
③のピークを乳酸として算出し，それから真の
乳酸量を差引いたもの
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　ll｛ticrocOcctes　variairs　Mc－128の生酸性及びアルコールの生成に及ぼす食塩の影響について検討
した。
　揮発性有機酸の生成に対する食塩の影響は高濃度（10％）食塩存在下でその生成割合が幾分増加
するぐらいであって顕著な影響は認められなかった。食塩濃度にかかわりなく生成揮発性酸のほと
んどを占めるのが酢酸であり，わずかながらの蟻酸の生成が認められた。また高濃度食塩下では他
にカプロン酸，n一酪酸，プPピオン酸が認められた。
　不揮発性有機酸特に乳酸の生成に及ぼす食塩の影響は特異的で高濃度食塩下ではその生成がほと
んど認められず，わずかのコハク酸，グライコール酸が生成されることがわかった。また低濃度（0．5
％）食塩下で生成される不揮発性酸の大部分を占めるのが乳酸であり，グライコール酸，コハク酸
がそれにつづき，ほかにピログルタミン酸，マロン酸の生成が認められた。
　アルコ・一一・ルの生成に対する食塩の影響はほとんど認められなかった。
　終りにのぞみAfici’ococi2tsa　vai’ians　Mc－128を分譲していただいた新潟県食品研究所の今井誠一
氏に深く感謝致します。
））））））））））））））））???????????
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